9. Eléadas

Fehérjék



Peptidkémia

1901 E. Fischer : Gly-Gly

1932 Max Bergman és
Leonidas Zervas :
Benziloxi-karbonil csoport

1963 B. Merrifield :
Szilard fazisd peptid
szintézis

1988 A. Furka:
Kombinatorkus peptid
szintézis

El6zmények

v

Analitikai kémia

1923
Fritz Pregl :
Mikroanalitika

Kromatogrdfia

Elektroforézis

Rontgen (X-ray)
krisztallografia

NMR

Tomeg
spektroszkédpia

Protein kémia

1952
William H. Stein és
Stanford Moore :
Aminosav analizis

1954 P. Edman :
Protein
szekvendlds

1955 F. Sanger :
Az inzulin priemr
szerkezete

1962 M.F.Perutzés
J. C. Kendrew
A myoglobin
térszerkezete



A peptid kotés: amid kotés
(E. Fischer, 1902)
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Kotéstipusok a fehérjékben

Kovalens Amid -CO - NH -
Diszulfid -S-5-

Nem kovalens

Hidrofab,
Van der Waals

H-hid
(inter és intra)

Disulfide bridge



Fehérjék szerkezetének meghatdrozasa

1. Izoldlds, tisztitds - homogén minta elédllitdsa
2. Kimutatds, minéségi/mennyiségi meghatdrozads

3. Primer (elsédleges) szerkezet meghatdrozdsa
- aminosavosszetétel
- aminosavsorrend
- N-termindlis aminosav
- C-termindlis aminosav

4. Térszerkezet (3D) meghatdrozasa
- szekunder (mdsodlagos)
- tercier (harmadlagos, szupermdsodlagos)
- quaterner (negyedleges)



1. Fehérje izoldlas - gélelektroforézis
(egy- és kétdimenzids)
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Autoradigram, 2D, E. Coli proteinek, 10 pg,
14C jelzett aminosav a tdptalajban, 2,3 x 1,3 cm, exp. 825 h



Gélelektroforézis
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Egydimenzids
gélelektroforézis

(méret szerint)

HelLa sejtmag
fehérjék

Swiss-Prot
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2. Fehérjék kimutatdsa, mennyiségi meghatdrozdsa

a) Amino csoport kimutatads

b) Biuret préba c) Lowry-Hartree
Reagens: CuSO,/NaOH biuret +
o0 A 3 H,0xP,05x13 WO,x5 MoO;

10 H,0, Folin-Ciocalteu-fenol
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3. Primer szerkezet

3. 1. Diszulfid-hid felbontdsa
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3.1. Aminosav 6sszetétel meghatdrozadsa
3.1.1. Hidrolizis
0 0

// H,O / 6M HCI //

NH,-CH,- € > NH,-CH,- €+ NHZ—C|H—COOH

\ 105 °C \

NH-CH-COOH OH CHS,

Gly-Ala glicin -
4 CH; alanin
(EH—@*SO{ R(FHCOOH
/’ Vd J:H NH3+
3.1.2. Elvalasztas, ? .
4 z ’ ’ H O3~ R’CHCOOH
szarmazékképzés i O Bl o
H, 3
H-@sos- R”?HCOOH
H, NH;*
(LH—@-‘SO{ R”'?HCOOH
NH,*

Typical result given by an automatic amino acid analyzer. [Reprinted with permis-
sion from D. H. Spackman, W. H. Stein, and S. Moore, Anal. Chem. 30,
1190°(1958). Copyright by the American Chemical Society.]

1.0 i cyzic nxagtmom;\e_sy__@;m—\‘i —threonine i i i
’ acid ; ;
glycine :
glutamic 4 —alanine
§ 8.2 acid I
8 0'3 Bl aspartic serine |
g o6 | ! acid | N cystine
proline (\
0.1 : A\
N VAIIt |

Effluent, ml 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

<ﬁ. 150-cm column, pH 3.25, 0.2 N Na citrate 4><ﬁ

i methionine— 1 isoleuci lysine— |
104 = ine —
aii leucine T NHg
S04 phenylalanine | arginine_|
2o tryosine[\ | N
f wami ! |
& \\ \ ¥ \\J \\
330 350 370 390 410 430 450 470 490 50 70 90 110 130
15-cm column, pH 5.28, 0.35N Na
pH 4.25, 02N Na citrate > citrate

Ioncser'é§ (oszlop)kromatografia, Rockefeller Intézet, 1950
Gyanta: vizben nem oldodé polimer SO5- csoportokkal
Detektdlds: ninhidrin reakcié , A = 570 nm



3.1.3. Szdrmazékképzés és elvdlasztds

Szdrmazékképzés: o-ftdlaldehid
Elvdlasztas: HPLC, Detektadlds: Ag = 360 nm Xie = 455 nm
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3.1.4. Szarmazékképzés D/L-aminosav meghatdrozasdra

NO2
*
NH—(llH—CONHz
CH3
*
OoN + H2N—C|IH—COOH
= Q
1-fluor-2,4-dinitrofenil- (D,L)
5-L-Ala-amid
(FDAA)
pH 9,0; 10 perc
NO2 « NO2 %
NH——(|3H—CONH2 NH——CllH—CONHz
CH3 CH3
O2N O2N
* *
NH—CllH—COOH NH—CllH—COOH
Q Q
D,L-szdrmazék L L-szdrmazék

HPLC elvdlasztas



3. 2. Aminosav sorrend meghatarozdsa

3.2.1. N-termindlis

3.2.1.1. Sanger reakcio,

Nobel dij,
1958 (inzulin) és
1980 (oligonukleotid szekvendlds
F. Sanger, P. Berg, W. Gilbert)

F. Sanger (1918- )

NO 2 NO?

2 F NaHCO, NH-CH—CO -

+ Ho)N—CH—CO - —_—
4 | R +HF

09N R 02N

1-fluor-2,4-dinitro benzol
R R
0oN O2N + aminosavak

2 4-dinitrofenil fehérje 2,4-dinitrofenil aminosav

A=254 nm

Mellékreakcid: Lys e-aminocsoportja



3.2.1.2. 1-dimetilamino-naftalin-5-szulfonil klorid
(Dansyl-klorid, Hartley, 1963)

H3C\N/CH3
OO + NH,-L-K-A-D-P-N-R-F-G-A-D-L-COOH
*
O:?:O
iy H3C\N/CH3
bazis
OO pH 7,5-8,0
O:?:O v +HCI
NH-L-K-A-D-P-N-R-F-6-A-D-L-COOH
*
H3C\N/CH3
6 M HCI
OO hidrolizis
0=5=0

NH-Leu-cOOH + K, A, D, P, N, R, F, 6-COOH

*

(Dansyl-aminosav) A 4=360 nm
A =480 nm

* Mellékreakcié: Lys e-aminocsoportja



3.2.2. C-termindlis

NH,-L-K-A-D-P-N-R-F-6-A-D-L-COOH

+ HN - NH,

90° C
20 -100 6ra

v

‘NH,-L - €O -NH-NH,, *NH;-K-CO-NH-NH,.....*NH;-L-C0O0-

3.2.3. Edman lebontas (P. Edman, Lund, 1950)

1. lépés: Reakcid fenilizotiocianattal (addicid)
2. lépés: Hidrolizis

3. lépés: A feniltiohidantoin szdrmazék azonositdsa



1. |épés: Reakcid fenilizotiociandttal

N=C=S + NH,-CH-cCO-...
|
pH 8-9,40°C R

S
I

NH-C- NH-CH-CO-....

| feniltiocarbamil

. .. R szdrmazék
2. lépés: Hidrolizis (H*/TFA)
Ph—NH T
= sulfur acts as Ph—NH
C=S8 neighboring &
H rou (+)
H—N: NAavaaaPeptide -L» HN® \34’:
chain H
NAMvwAvAPeptide chain
CoH
//R SR
Side chain of u proton
amino terminus transfers
amino acid u
Ph—NH Ph—NH
Good leaving
C group
N /S __deprotonation _cleavage N \S /
- — — H,
anilinotiozolinon /% . CNAwwwAPapiide chain
szdrmazék R Q:  HNMVWMPeptide chain R \:oH
A thiazolinone
> Intact peptide chain
lH;,O/Hzo can be used for
further analysis
Plh
/ N /O

fenilhidantoin (PTH)
/\\/4< aminosav

A phenylthlohydantom



3. Iépés: A feniltiohidantoin szarmazék azonositasa

Procise™-Betalac Standard 1
N c
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I P k
.00
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| | | | | | | |

4. 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 120



3. 2.4. Fehérjék feldaraboldsa

3.2.4.1. Kémiai hasitas
a) Reakcio bramciannal (BrCN), Met -

valine-glyeine-alanine-methionine-leucine-proline
j:n,ﬂ 0 H 0
N N N
il T)LF'J“}II‘
0 H O H O 0 0
Br-CM
.1 M HCI

H; 0 elegvage oceurs here

H O H g CH8-CN
N N
"HaN ) 0 N
0 H O H3N
0 =0
0

valime-glyeime-alanine-lactone lencine-proline

+ H,O, H NH,-CH-COOH
|
- (C'|’|2)2

OH homoszerin



b) Reakcid hidroxilaminnal (NH, - OH)
Asp - Gly
c) Reakcid 2-nitro-4-tiociano - benzoesav

- CYS 02N

HOOC —— N=C=S

3. 2.4.2. Enzimatikus hasitds

Terminoldgia (Schechter, Berger)
-54-53-52-51-51'-52"-53' -S4 -  enzim

- P4-P3-P2-P1-P1'-P2'-P3'-P4 -  szubsztrat

l

-P4-P3-P2-P1-0OH + H-PI'-P2"-P3" - P4’ -

Szerin protedzok: tripszin (Arg, Lys) P1, frombin,
kimotripszin (Tyr, Trp, Phe) P1,
elasztaz, kallikrein..

Cisztein protedz: papain, actinidin...

Karboxil protedz: pepszin, katepszin D (lizoszoma),
LysC (Lys) P1, GluC (Glu, Asp)...

Aminoprotedz:  AspN (Asp)Pl.....

Metalloprotedz: temolizin, karboxipeptiddz A...



Primer szerkezet, aminosavsorrend
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3. Térszerkezet




Szerkezeti hierarchia

a helix B~RETEGC . DL(/\kL\ S
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A Ramachandran térkép
- bevezetés




A Ramachandran térkép
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Mdsodlagos szerkezet tipusai

Copyright 2001 Bangamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.



Helikdlis

szerkezet

10 A

pi m-hélix

1C0-degree rotation

__/"'.. < 3
;e .
: 1 54 translation




Béta red6z6tt réteg szerkezet

(a)  Antiparallel

(b) Parallel




Kanyar szerkezet

Bend type Diss Vit bisa Vis2
p 4
classical 70 to 85 —60to—70
inverse —70to—85 60to 70
B
I —60 —30 —90 0
) 4 60 30 90 0
II —60 120 80 0
I 60 —120 —80 0

a The central residue of a y turn is numbered i + 2; the two central residues of a 8
turnare i+ 2 and i + 3.




A Ramachandran térkép
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Konformerek energiatartalma

Forrasok : kotéshossz (Ed) - valtozatlan

vegyértékszog (Eo) - vdltozatlan
torzids szog (Ew) - vdltozik

Nem kotott atomok tdvolsaga (Ew)
Kotd elektronpdrok kolcsonhatdsa (Eh)
Elektrosztatikus kolcsonhatas

AE = AEd + AEo + AEw® + AEw + AEh + AEe

Példa:
Fehérje 100 aminosavbadl
a) ha:
10 konformdcié/as ® .
lehetséges b W | b) ha: .y
akkor: N S 2 konformadcid/as
10190 konformer N (%2@ lehetseges
‘ o 3B akkor:
_ ,X‘/ e 1039 konformer

€0
Il
oo
QQ
8
N 2
8
[Z]

f /\ \
)



Szupermdsodlagos szerkezetek

\ I T

1 2 3 4 5

bl I

Not
5 2 3 4 1 observed

Gorog kulcs

Béta kigyo
Csoportositds
Alfa (o) csak alfa hélix
Béta (B) csak béta réteg

Alfa + béta (o +B) hélix és réteg egymdstél tavol

Alfa/béta (a/B) hélix és réteg egymdssal
kolcsonhatdsban



Negyedleges szerkezet
- a kollagén




A protemika alapjai

v

Eredet (taxondmia)

Fehérje expresszié

lizis

Sejtlizatum dlasata
-nukleinsavak valaszras

-fehér'jék (elektroforézis, UC...)

-lipidek > Izoldlt fehérje

Szerkezetvizsgdlat
(kémiai lebontds, MS..

Primer szerkezet
(aminosavsorrend)

| Annotdcié
Alegységek , g
Poszt-transzldcids Térszerkezet Lokalizdcié
Funkciok: fémion Rokonsdg mds Asszocidcid
Kotddés, ATP kotés fehérjékhez betegséggel




A médium osszetételének hatdsa az E coli
fehérje osszetételére
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Farrell PHO

(1978)




Proteomikai

- Minta 6sszegy(ijtése

- Organellumok szétvdlasztdsa
- Tisztitds ellenanyag segitségével

munkafolyamat

- 1és 2D gélelektroforézis
- RP-HPLC
- SCX HPLC (ioncserés)

L Fehérje(k)
Fehérje gelek — (pittysk) kivagasa
1111l .
> = i,
Eldokészito - = - rJ
1épések I _};.-:.’.1
minta
Szerkezeti > l
vagy tomeg € MS & < .74 € Fehérje(k)
informaciok :
ESI-MS, .
l MALDI-TOF.. peptidek
f@ Feherje SWISS-PROT
| =P azonositas TrEMBL
RefSeq XPs
Keresés Ensembl

adatbazisban



Fehérje bioszintézise

/\‘ fg,tRNA
amino acids

rRNA lﬁ

Q0 . S5 Anticodon
Qoproteins /

nucleotides ¥

nucle ar

membrane

Protein synthesis



Nem fehérje alkotd természetes aminosavak

A)
HoN—CH—COOH HoN—CH>
| |
Cl H2 _ C02 C H2
o~ | y-aminovajsav
CHo Glu dekarboxilaz C, Ho (GABA)
HOOC Hooc
Glu
CH3
B) + Karnitin
. H3C—=N—CH? -Zsiranyagcsere
+ C-vitamin | ' . :
LYS/MCT ....... (mé.J) .......... C H3 C H_O H 'MlTOkOHdF‘IUI’T\
| transzport
C, H2 -Sejtpermeabilitds
HOOC
Allat, ember + Névény -
C)

B a
HoN—CH2—CH>—COOH

béta-alanin

CH3

HO—CHp—C —CH—CO —

‘NH-CH2—CH2—COOH

l I
H3C OH

pantoténsav



D)

H2N—CH—COOH HoN—CHo
| I p
CH? 1.-CO, CHy Allat }
> +
I 2. oxidéci6 J5s Ly Ember
, - Novény -
cisztein (m4j, B6) taurin

E)
Ho>N—CH—COOH
' arginaz
(CH2)3 5 >
| +H,0
HN—C —NH>
I
NH
arginin

-urea ciklus (mdj)
-hagyma, fokhagyma
-detoxifikacio

-epesav alkotérész
*neurotranszmitter
-vérlemezke—s migrén?

H»N—C H—COOH

|
(CH2)3 + HyN—c —NH;
NH 2 IOI
karbamid
(urea)

+NH,, + CO,

ornitin

HoN—C H—COOH
I
(CH2)3
HN—C —NH>

||
o
citrullin
(citrullus lat. gérégdinnye)



F)

HN—C H>-COOH
szarkozin (izom)

o

CH3
|
HoN—C —N—CH2>-COOH

||
NH

kreatin . H,O
(N-metil-guanidino-ecetsav)

op: 303 °C
* izom
+ H,PO,-NH - (kreatin-foszfdt)



